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   We established a method of human red blood cell oxalate influx rate under the condition of 
steady state exchange. Using this method we measured the influx rate in 10 patients with recurrent 
calcium oxalate nephrolithiasis and in 18 controls. DIDS inhibited oxalate flux across the human 
red blood cell membrane. This result suggested that band 3 protein mediates oxalate transport. 
Oxalate influx rate depended on reaction temperature and pH of reaction buffer. Although the 
oxalate influx rate in 4°C could not be determined under an initial condition rate, the measurable 
condition was in 0°C of reaction temperature. Consequently we measured the oxalate influx rate 
under the condition of 0°C reaction temperature and 20 ml volume of washing buffer. The mean 
oxalate influx rate was significantly higher in patients with nephrolithiasis than in controls (-1.00 
±0.19 vs. —0.78±0.14). 
                                                  (Acta Urol. Jpn. 37: 837-844, 1991)
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に準 じて行ったU,12時間の絶食後,ヘ パ リン採血し
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た10mlの 血 液 よ り血 漿 を 分 離 した(5,000×g,15
分).その 血 球 成 分 を4倍 量 の 緩衝 液(150mMNaC1,
10mMKCI,20mMTRIS-HC1,pH7.4)にて浮 遊
した 後 に,十 分 撹 拝 し,20,000×g,3分に て遠 心 分 離
し,同 緩 衝 液 で再 浮 遊 させ た.こ の操 作 を 計3回 行 っ
た.
次 に,前 述 の溶 液 に10mMど な る よ うV`酸 ナ ト
リウ ムを 加x,こ の 溶 液 で ヘ マ トク リッ ト50%に再 浮
遊 し,2時 間 振 盟 して イ ンキ ュベ ー シ ョ ソ した.以 上
の 操 作 は室 温 にて 行 っ た.イ ン キ ュ ベ ー シ コ ソ後,
4℃ に て 遠 心 分離 し(4,000×9,20分),上澄 み は捨
て,再 度 ヘ マ トク リ ノ ト21%に再 浮遊 し,Imlず つ
ライ ク ロチ ュ ー ブに分 注 した.
赤血 球 膜 に お け る 蔭 酸輸 送 速 度 の 測定
各 々 の マイ クロチsブ に"C-oxalateを含む 反 応
液 を20del加え,0℃6・7)また は4。C')で 反 応 させ,
反 応 時 開 始 後10,20,30,60,90,120分後 お よび24
時 間後 に 一io℃ に て遠 心 し(15,000×g,30秒)反応
を停 止 させ,上 澄み をす ば や く採 取 した.反 応 液 は イ
ンキ ュベ ー シ コ ンに 用 い た 緩 衝 液 に14C-oxalateを
加 えた もの を用 い た.反 応 液 の14C-oxalateの含 有
量 は,反 応 後 の 上澄 み を 測 定 した 時 点 で7,000～8,000
cpmに な る よ うに 調 整 し た,ま た 温 度 の 調 整 は ±
0.1℃の範 囲 で厳 密 に 行 った.な お"C-oxalateは反
応 液 中 に イ オ ンの状 態 で存 在 し,反 応 液 を加 え る こ と
に よ って 赤血 球 膜 の 内 外 に イ オ ソ勾 配 が で き る限 りつ
か ない よ うに 留 意 した8,9).放射 能 の 測定 で は上 澄 み
200μ1に対 して ソル エ ン350とイ ソ プ ロ ピル アル コ ー
ルを1対1に 調 整 した 溶 媒lmlを 加 え,次 に35%過
酸 化 水 素 水 を500μ1加 えて 脱 色 させ た.こ れ に β シ
ソチ レー ター(ハ イ オ ニ ッ クフR-)10mlを 加 え,
β シ ソチ レイ シ ョン カ ウ ンタ ーに て測 定 した.す べ て
の 実験 は2回 測 定 で行 った.使 用 した 薬 品 で は,14L.-
oxalateのspecificactivityは27mCi/mmolで
AmashamJapan(東京,日 本)よ り購 入 し,ソ ル エ
ソ350お よ び ハイ オ ニ ッ クフ ロー はPackerd(IL,
U.S.A.)から,4,4'-diisothiocyanostilbene-2,2'-
disulfonicacied(DIDS)は半 井 化学 工 業(京 都,
日本)か ら購 入 した.他 の薬 品 は特 級 を 用 い た.
赤血 球 膜 に お け る 蔭 酸輸 送 速 度 の計 算 方 法10)
赤 血 球 膜 で の 蔭 酸輸 送 の観 察 はBaggioら に 準 じ
てsteadystateexchangeで行 った.こ のsteady
stateexchangeでは赤 血 球 内 外 の非 標 識穆 酸 濃 度 が
等 しい のが 必要 条件 であ る9)こ の条 件 下 で 微 量 の標
識 蔭酸 を 赤1(IL球外 に加xる と,赤 血 球 外 に 加xた 非 標
識 の蔭 酸 濃 度 は標 識 の そ れ に比 べ は るか に大 き いた め
修酸 濃 度 に 関 して は 赤血 球 内外 で は等 し くな るが,標
識 穆 酸 に 関 して み れ ぽ赤 血 球 外 か ら内へ 濃 度 勾 配 が存
在 し,赤 血 球 内 の非 標 識 のjと 赤 血 球 外 の 標 識 蔭酸
が 交 換 し,赤 血球 内外 で標 識 お よび 非 標 識 蔭 酸 の 濃度
が 再 平 衡 に 達 す る.こ の過 程 の 速 度 が 蔭 酸 輸 送 速 度で,
赤 血 球 外 の標 識 蔭 酸 の放 射 能 の 経 時 的 変 化 を 測 定す れ
ば 求 め られ る 。赤 血 球 外 の標 識 蔭 酸 の 放 射 能 は反 応 開
始 後 の 時間 に対 して 自然 対 数 に そ った変 化 を示 す.そ
の た め,全 体 の変 化(ArA。 。)に対 す る 単 位 時 間 の
変 化(At-A・・)の比 の 自然 対 数 を とれ ば,こ の変 化 は
直 線 で表 わ され る.
In(ArA。 )/(Ao-A。。)=-Ke・t・一 ・…i)
この直 線 の傾 きKcが 輪 送 系 の速 度 を示 す もの と な
る.ま た,赤 血 球外 の体 積 をVex,赤 血 球 内 の体 積
をVinと すれ ば,反 応 前 の赤 血 球 外 の放 射 能 は,平
衡 状 態 の 全体 の 放射 能 と等 し くな る.
VexAo=(Vex十Vin)・Aa・・…2)
こ こで 全 体 の体 積 に 占め る赤 血 球 内 の体 積 の比 を3)式
の ご と くhと す れ ば,2,3)式か ら4)式が成 り立 つ.
h=Vin/(Vin-{-Vex)・・・・…3)
_(Ao‐Ate)/Ao.........4)
赤 血球 内 の体 積 が 異 な れ ば,標 識 蔭 酸 の赤 血 球 に 取 り
込 まれ る速 度 も変 わ るた め,そ れ を補 正 す るた め の係
数Fcを5)式 の ご と く定 め る と,
Fc=1/(1-h)………5)
influxrateKはKeをFcで 割 った もの と す る と
6)式の ご と くに な る.
K=Ke/Fc・・・・…6)
以 上 に述 べ た 式 を 用 い て赤 血 球 膜 に おけ る蔭 酸 の取 り
込 み速 度 を 各 反 応時 間 で 算 出 し,最 小 自乗 法 を 用 いて
それ らの デ ー タ よ りRBCoxalateinfluxrate(K)
を 決定 した.わ れ わ れ もBaggioら と同様 に各 時 間
のoxalateinfluxrateのプ ロ ノ トの 相 関 係数 が0.9
以 上 の 結 果 の み を採 用 した が,こ の理 由 はoxalate
influxrate測定 を120分ま で は初 速 度 の 範 囲 内 で測 定













































































DIDSの 添 加 に よ り蔭 酸 取 り込 み は ほ ぼ 完 全 に 阻害
され て いた,こ の結 果 よ りわ れわ れ の観 察 しよ う とす
る赤 血球 膜 に お け る蔭 酸 輸 送 は 陰 イ オ ン交 換 系 で あ る
band3proteinによ る もの と考xら れ た.
つ ぎYom,反応 温度 を4。Cと し,赤 血 球 で 浮遊 す る
溶液 のpHを4℃ で7.4と して,赤 血 球 に お け る 蔭
酸取 り込 み とそ の輸 送 速 度 を 観 察 した(Fig.2)・赤
血球 内へ の蔭 酸取 り込 み を前 述 の式 に 代 入 して得 られ
た各 時間 で のoxalateinfluxrateのプ ロ ッ トの相 関
係数 は0.92であ った が,Fig.2に 示 した よ うに 各 プ
ロッ トは 直線 上 にな く,少 な く と も2つ のoxalate
in且uxrateが存 在 す る と考 え られ た.90分,120分
と24時 間 の 赤血 球 外 の"C-oxalateの放 射 能 は近 接
し,90分以前 で はoxalateinfluxrateは90分以 降 で
のそれ に 比 べ大 き くな り,こ の影 響 で 全 経 過 を通 じて
のinfluxrate(K)が大 き くな った と考 え られ た.
したが って,こ の反 応 系 で は 蔭 酸輸 送 は 初 速 度 で行 わ
れ てい な い と考 え られ た.輸 送系 を介 した物 質輸 送 の
速度は温度依存性であるので,初速度の範囲内で蔭酸




































































































































































に健 常 対照]8名,蔭 酸 カル シ ウム結 石 患 者10名のox-
alateinfluxrateを測 定 した.健 常 対 照群 のoxalate
influxrateのmean±SDを求 め る と,そ の値 は 一
〇.78±0.14とな り,蔭 酸 カ ル シ ウム 結 石 患 者 群 の
mean±SDで あ る 一1.00±o.isとの 間 に有 意 差(p
<0,05)を認 めた(Fig.7).
測 定 系 の 精 密 度(precision)であ るが,oxalate
influxrateの日差 再 現 性(reproducibility)を2人の
健常 者 につ い て観 察 した.健 常対 照2例 で のoxalate
influxrateを5回測 定 した と き に そ れ ぞ れ のox-
alateinfluxrateのmean±SDは0.813±0.0595
お よび0.660±0.0340とな り,変 動 係 数(coefficient
ofvariation)は±7.31%および ±5.15%であ っ
た.こ の値 は いず れ も10%以下 で あ ったた め測 定 系 と
して の再現 性 は あ る もの と考 え られた.
考 察
膜 の構造 や 膜 に お け る物 質 の輸 送 な どに 関 して,赤
血球 膜 は陰 イ オ ン輸 送 系 の研 究8-10)の代 表 的 モ デ ル と
して扱 われ て きて お り,し た が って赤 血 球 を 輸 送系 の
研究 に用 い るの は 決 して新 しい こ とでは な い.赤 血 球
膜 で陰 イ オ ンを 輸 送す る のはband3proteinで,
この 蛋 白は 赤 血球 膜 蛋 白をSDS一 ポ リア ク リル ア ミ ド
ゲル 中 で電 気泳 動 し,分 子 量 の大 きな もの か ら順 に番
号 を付 け る と3番 目の バ ソ ドに 固 定 され る11-13).この
band3proteinの名 称 は この こ とに 由 来 す る .Band
3proteinによ る輸 送 は生 理 的 条 件 に お い て非 常 に 高
速 で あ り6),温度,pHな どに影 響 を 受 け6,14,16),陰
イ オ ン輸 送系 阻害 剤 で あ るDIDSに よ ってband3
proteinによ る輸 送は 阻害 され る と言わ れ て い る11一13).


































た め に は そ の 速 度 が十 分 に 遅 い こ とが必 要 で あ り,そ
のた め に 陰 イ オ ンの輸 送 速 度 の 検 討 は低 温 に お い て な
され て い る こ と が 多 い6,19,IS)われ れ の実 験 で は
oxalateinfluxrateはBaggioらに 準 じてsteady
stateexchangeで赤 血 球 内 に流 入 す る標 識 蔭酸 を観
察 した1).Fig.3に示 した よ うにわ れ わ れ の観 察 した
赤 血球 膜 で の 蔭 酸輸 送 は 温 度 依 存 性 で あ り,ま た
DIDSに よ り阻 害 され る(Fig.1)・これ らの実 験 結
果 か ら,わ れ わ れ は 赤 血 球膜 のband3proteinに
よる 蔭 酸輸 送 を 観 察 しえ た と思わ れ る.pHの 変 化 は
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band3proteinによる陰 イ オ ン輸 送 に影 響 す るが,
赤 血 球 膜 の 内外 でpHgrad童entが存 在 す る よ うな場
合 や 観 察 の 対象 にな る物 質 を 酸 の状 態 で 赤 血 球外 に 加
えた よ うな場 合 には,band3proteinによ る輸 送 系
を 介 した 輸 送 で は な く,そ の 物 質は 酸 の 形 で 赤血 球 膜
を 直接 通 過す る8,9).このた めわ れ わ れ はtracerとし
て用 い る14C-oxalateを赤 血球 外 に 加 え た とき に赤 血
球 膜 の 内外 でpHgradientが存 在 しな い よ うに注 意
した.
Baggioらは,再 発性aL'y'カル シ ウ ム結 石 患 者 に お
い て赤 血 球 膜 に お け るoxalateinfluxrateが充進 して
お り,そ の よ うな患 者 では 蔭 酸 負荷 試 験 に お い て そ の
吸 収 お よび 排 泄 のn進 を認 め,か つhydrochlorothi
azide,amilorideによ りoxalateinfluxrateが正
常 化 す る と述 べ て い る1).しか し彼 らは 赤 血球 膜 の修
酸輸 送 系 が 腎 尿細 管 ・小 腸 上皮 細 胞 膜 に は存 在 しな い
と述 べ て お り,蔭 酸 カル シ ウ ム結 石 患 者 に お いて 過 蔭
酸 尿 症 の存 在 す る こ と と赤 血 球 膜 に お け る 蔭酸 輸 送 が
充進 して い る ことの 関 連 性 につ いて は 明確 な根 拠 を 示
して い な い1).腎尿細 管 で は近 位 尿細 管に おい て の み
蔭 酸 は分 泌 され て お り16),この部 位 に おけ るい くつ か
の 蔭 酸輸 送系 が 報 告 され て い る4,5).Band3protein
は 腎 に お いて 集 合 管 血 管側 膜 に しか認 め られ な い17).
また,先 述 のhydrochlorothiazide,amilorideな
どの薬 剤 に よ って は,尿 中 蔭 酸 排 泄量 は変 化 しな い と
い う報 告 もあ る18).した が って,赤 血 球 と腎 お よび 小
腸 に おけ るband3proteinを介 し て の 蔭酸 輸 送 系
に は類 似 性 は な い も の と考 え られ る.し か し,輸 送 蛋
自に類 似 性 は 無 くと も,そ れ の存 在 す る膜 の性 状 に 異
常 が存 在 し,そ れ が腎,消 化 管,赤 血 球 で 共通 して 認
め られ る こ とをBaggioらの 実 験 は 示 唆 して い る可
能 性 も否 定 で き な い もの と思 わ れ る.
再 発 性 蔭 酸 カ ル シ ウ ム患 者 と健 常 者 の 蔭 酸輸 送 速 度
の比 較 はBaggioらの 他 に もMenQnら19)やNarula
ら20)によ って報 告 され て い る.こ れ らの報 告 を 比 較 す
る と(Table1),われ われ の報 告 を 含 め,い ず れ の 報
告 も患者 と健 常 者 を 比 較 した 場 合,有 意 差を 認 め て い




























ことを報告してい るD.こ の ことはoxalateinflux

















1)陰 イ オ ン交 換 系 阻 害 剤 で あ るDIDSの 存 在 下
で は赤 血 球 内へ の 穫 酸輸 送 は火 き く阻 害 され,わ れ わ
れ の観 察 したRBCoxalateinfluxはband3pro.
teinを介 した 現 象 で あ る と考 え られ た 。
2)RBCoxalateinfluxrateに影 響 を 与 え る 因
子 は反 応 系 の 温 度,反 応 系 のpHで あ り,反 応 速 度
を0℃,そ の時 のpHを7.4と した 条 件 下 でRBC
加藤,ほ か:尿路結石症 ・赤血球膜蔭酸輸送 843
oxalateinfluxrateの測 定 が 可 能 で あ っ た.
3)健常対照群お よびGL'カルシウム結石患者で
RBCoxalateinfluxrateを測定 した結果,有 意差
を認め,尿路結石患者の一部には体細胞膜での蔭酸輸
送異常の存在する可能性も考えられた.
本論文の要旨は,第78回日本泌尿器科学会総会(1990年,
札幌市)な らびに第1回 日本尿路結石研究会(1990年,和歌
山県白浜)に おいて発表 した.
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